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1 UVOD 
Vinska trta velja za eno izmed ekonomsko najpomembnejših kmetijskih rastlin, predvsem 
zaradi svoje komercialne vrednosti v proizvodnji vina, svežega grozdja, rozin in predelave v 
sokove (Lazo-Javalera in sod., 2016). Doberšek (1978) navaja, da sveže grozdje sodi med bolj 
cenjeno sveže sadje, kar se odraža v tem, da je posamezniku dosegljivo skozi vse leto. 
Ustrezna predelava v sokove nudi zdravo alternativo umetnim brezalkoholnim pijačam. Vino 
v zmernih količinah pa se smatra kot stalna potreba človeškega organizma, saj ima s svojo 
sestavo ugoden učinek na prebavo, nekatera suha in lahka vina pa so primerna tudi za 
diabetike. 
 
Pridelovalci stremijo k čim večji pridelavi kakovostnega pridelka, zato je enostavno in hitro 
razmnoževanje vinske trte zaželeno in nuja, a je zaradi mednarodne trgovine vinske trte le-ta 
podvržena novim škodljivcem in boleznim, med njimi tudi virusnim, ki jih ne moremo 
zdraviti z uporabo fitofarmacevtskih sredstev, povzročajo pa mnoge resne bolezni in znatno 
izgubo pridelka z zmanjšanjem kakovosti grozdja in vigorja ter skrajšanje življenjske dobe 
vinske trte (Vršič in Lešnik, 2005; Lazo-Javalera in sod., 2016; Baso in sod., 2017). Pri 
žlahtni vinski trti V. vinifera ni bilo ugotovljene naravne odpornosti proti virusom, zato 
obvladovanje virusnih okužb sloni na preventivnih tehnikah tkivnih kultur in obvezni rabi 
certificiranega brezvirusnega sadilnega materiala. Za detekcijo virusov sta zelo uporabni 
ELISA test in PCR metoda, saj zaradi standardnega formata izvedbe in visokega nivoja 
ponovljivosti veljata za dostopni metodi rutinskim laboratorijem (Giribaldi in sod., 2011; 
Boonham in sod., 2014). 
2 VIROZE VINSKE TRTE 
Žlahtno vinsko trto V. vinifera okužuje okoli 30 poznanih virusov, večina virusov je ssRNA, 
sledijo dsRNA, zadnje čase pa je bilo odkritih tudi nekaj vrst z DNA genomom (Martelli, 
2017). Virusi so uvrščeni v rodove: Closterovirus, Ampelovirus, Maculavirus, Vitivirus, 
Foveavirus in Nepovirus (Čepin, 2011). Najpogostejše virusne bolezni infekciozne 
degeneracije vinske trte so: 
- virusno zvijanje listja vinske trte (Grapevine leafroll disease), ki jo povzroča več virusov 
Grapevine leafroll associated virus (GLRaV) in lahko delujejo samostojno ali v skupinah. 
Značilni simptomi so zvijanje listja, pojav rdečkastih peg pri rdečih sortah in rumenih peg 
pri belih sortah ter neenakomerno zorenje grozdnih jagod, 
- razbrazdanost in oplutelost lesa vinske trte (Grapevine rugose wood disease), ki jo 
povzročajo Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) in Grapevine 
virus A (GVA), B (GVB) in D (GVD) iz rodu vitivirusov. Bolezen se kaže v zaostali rasti, 
zabrazdanju in oplutelosti skorje in žlebasto razbrazdanem strženu, 
- kužno izrojevanje ali kržljavost vinske trte (Grapevine fanleaf degeneration disease), ki jo 
povzroča skupina 3–5 virusov (Grapevine degeneration complex). Najpomembnejši 
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predstavnik pa je Grapevine fanleaf virus (GFLV), simptomi bolezni se kažejo v zgodnji 
fazi rastne sezone, in sicer s spremenjeno razporeditvijo listnih žil (razrast v pahljačasto 
oblikovano mrežo) in obliko listnih zobcev (poglobitev in asimetrija), skrajšanje 
internodijev in pojav dveh očes na enem nodiju, kar vodi v grmičasto rast trte, zelo velik 
osip po cvetenju in razvoj jagod brez pečk (Vršič in Lešnik, 2005; Čepin, 2011; Basso in 
sod., 2017). 
 
Razmnoževanje vinske trte temelji na kultivaciji klonov, ki omogočajo stabilen in visok 
izkoristek pridelave ter kakovosten pridelek. Klonsko razmnoževanje pa predstavlja izgubo 
genetske variabilnosti znotraj sorte in zmanjšanje nabora novih klonov za žlahtnitelje 
(Borroto-Fernandez in sod., 2009). Prenos virusov je med rastlinskim materialom mogoč 
preko vektorjev kot so nematode, ogorčice, uši in kaparji, veliko nevarnost pa predstavlja tudi 
vegetativno razmnoževanje, ki je poglavitni vzrok za prenos virusov na daljše razdalje zaradi 
svetovne distribucije sadilnega materiala (Martelli, 2017). 
2.1 POSLEDICE OKUŽB 
Posledice okužb se kažejo v širokem spektru simptomov, kot so deformacije listja in mladik, 
foliarna razbarvanja, poškodbe lesa, zakasnjeno odganjanje očes in ovirana rast (Digiaro in 
sod., 2017). Nekatere okužbe težko prepoznamo, saj se pojavljajo v latentni obliki, torej 
simptomi niso opazni na listih in rozgah, temveč se posledice kažejo na pridelku z manjšo 
maso grozda in z nižjo vsebnostjo sladkorja. Virusne bolezni velikokrat zamenjamo z znaki 
pomanjkanja mikro- in makrohranil, poškodbami zaradi nepravilnega tretiranja s 
fitofarmacevtskimi sredstvi in hormonskimi pripravki, zaradi okoljskih vplivov in bakterijskih 
ter glivnih okužb korenin. Problematika virusnih okužb pa se kaže predvsem v doživljenjski 
okuženosti rastlinskega materiala (Vršič in Lešnik, 2005; Čepin, 2011). 
 
Odziv žlahtne vinske trte na okužbo je v veliki meri odvisen od seva virusa, genotipa rastline 
in okolja. Trte, okužene z GFLV kažejo zmanjšano stopnjo fotosinteze in zmanjšanje 
izkoristka pridelave. Molekulski vpliv virusov na rastlino še ni dobro raziskan, dosedanje 
študije pa dokazujejo, da imajo virusi primarno vpliv na celični cikel okuženih rastlin. 
Okužba z GLRaV-3 povzroči povišano izražanje več genov, ki so vključeni v širok spekter 
bioloških funkcij celice, in sicer energijski metabolizem, odziv na stres, sintezo in razpad 
beljakovin, strukturo celice in prenos celičnih signalov. Opažene so bile tudi povišane ravni 
izražanja s senescenco povezanih genov in nekaterih proteinov z znanimi alergijskimi 
značilnostmi (Giribaldi in sod., 2011). 
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3 TEHNIKE PRIDOBIVANJA BREZVIRUSNEGA MATERIALA 
3.1 KULTURA MERISTEMOV 
Meristem je rastlinsko tkivo, za katerega so značilne celice z velikimi jedri, kompaktno 
citoplazmo in majhnimi vakuolami. Zaradi aktivnih celičnih delitev meristema in 
diferenciacije celic je omogočena rast rastline. Je osnova za nastanek rastlinskih organov. 
Nahaja se v vršičku poganjka (pri vinski trti se celice rastnih vršičkov nahajajo v brstu) za 
najmlajšim listom oz. prvim listnim primordijem. Sestavlja ga apikalni meristem in 1–2 listna 
pimordija, iz katerega požene mladika (slika 1). Rastni vršički običajno merijo do 100 mm v 
širino in do 250 mm v dolžino. Za vzgojo brezvirusnega tkiva so običajno uporabljeni do 10 
mm veliki vršički, v tem primeru je izrezan čim manjši del vršička – apikalni meristem (0,1–
0,5 mm), ki ne vključuje ostalega tkiva. Naključna organogeneza neposredno iz meristema 
prepreči tvorbo kalusnega tkiva, kar zagotavlja genetsko stabilnost in manjše možnosti 




Slika 1: Meristem in njegov položaj na mladiki vinske trte (Lodi Growers, 2020) 
Kultura meristemov in vitro velja za eno najpogosteje uporabljenih tehnik za eliminacijo 
virusov, viroidov, mikoplazem in podobnih patogenov pri rastlinah, ki jih razmnožujemo 
vegetativno. Diferencijacija meristemskih celic rastnega vršička lahko poteka nemoteno v 
smer organizirane rasti in nastanka nove rastline. Zaradi potenciala razvoja v novo rastlino s 
sposobnostjo koreninjenja, je meristemsko tkivo zelo primerno za razmnoževanje 
 
Flajnik H. Pridobivanje brezvirusnega sadilnega materiala žlahtne vinske trte Vitis vinifera L. in vitro. 
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
4 
brezvirusnega sadilnega materiala in doseže tudi do 70 % uspešnost. Meristemske celice, ki v 
zgodnji fazi še niso povezane z vaskularnim sistemom rastline in visok hormonski 
metabolizem meristemskih celic onemogočata širitev virusov po vaskularnem sistemu, ki v 
meristemskih celicah še ni oblikovan (Khayat, 2012; Varveri in sod., 2015 Bhatia in sod., 
2015). Tudi zaradi intenzivnih celičnih delitev, ki potekajo hitreje kot prenos virusa po 
celicah in zaradi neenakomerne porazdelitve virusov po rastlinskem tkivu, so meristemi znani 
kot sterilni deli rastline (Vršič in Lešnik, 2005; Vivek in Modgil, 2018). 
 
Čeprav naj bi meristemski vršički veljali za brezvirusno tkivo, lahko nekateri virusi okužijo 
tudi to. V veliko primerih se zato kultura meristemov izvaja skupaj s termoterapijo ali 
kemoterapijo z namenom izboljšanja učinkovitosti eliminacije patogenov, dodatek 0,1 % 
HgCl2 za namen površinske sterilizacije tkiva pa rezultira v najboljši preživelosti rastlin 
(Varveri in sod., 2015; Bhatia in sod., 2015; Vivek in Modgil, 2018). 
3.1.1 Dejavniki, ki vplivajo na uspešnost kulture meristemov 
Uspešnost tehnike je odvisna od ex vivo dejavnikov, kot so genotip in fiziološko stanje 
rastline ter in vitro dejavnikov, kot so sestava gojišča, temperatura in svetloba. Relativno 
majhno izolirano meristemsko tkivo (0,1 mm) pogosto rezultira v nizkem odstotku 
regeneracije in zato ne doseže željenega rezultata mikropropagacije. Da bi se temu izognili, 
izoliramo večji del tkiva, kar pa predstavlja nevarnost izolacije okuženega tkiva (Khayat, 
2012; Maliogka in sod., 2015; Bhatia in sod., 2015). 
 
Vivek in Modgil (2018) v raziskavi, kjer sta uporabila meristemsko tkivo jablane, ugotavljata, 
da se skoraj polovica (37–49 %) izsečkov velikosti 0,2–0,4 mm po 5 tednih ni uspešno 
regenerirala, razlog je bila dehidracija izsečkov. Uspešno regeneracijo brezvirusnih izsečkov 
sta dosegla z uporabo izsečkov, ki so bili večji od 0,3 mm. Z uporabo 0,6–0,7 mm velikih 
izsečkov sta dosegla največji odstotek odzivnosti oz. regeneracije (skoraj 40 %). Več kot 
polovica pa je tvorila kalus, zaradi česar ugotavljata, da je velikost izsečka eden izmed 
pomembnejših dejavnikov, ki vpliva na  uspešno regeneracijo. 
 
Na uspešnost regeneracije meristemov pomembno vpliva tudi dodatek rastlinskih rastnih 
regulatorjev (RRR) oz. hormonov v osnovno MS (Murashige in Skoog, 1962) ali druga 
gojišča. Pri uporabi 12 kombinacij RRR, sta Vivek in Modgil (2018) dokazala, da 
kombinacija 1,0 mg/L BA, 0,05 mg/L IBA in 0,1 mg/L GA3 rezultira v največjem odstotku 
regeneracije izsečkov (56,62 %). Sledi ji uporaba 0,5 mg/L BAP, 0,08 mg/L IBA in 0.1 mg/L 
GA3 (37,50 %). Za najprimernejšo kombinacijo RRR v prvi subkulturi sta določila nižjo 
koncentracijo BA in višjo koncentracijo IBA v gojišču. Meristemi, ki so bili inokulirani na 
MS gojišče z dodatkom BAP in IAA, so bili slabo odzivni z nizkim odstotkom regeneracije. 
Tri različne kombinacije BA in NAA pa so se izkazale za neprimerne, saj so bili izsečki na 
teh gojiščih popolnoma neodzivni z ničelno rastjo. Pri uporabi 0,5 mg/L BAP, 0,05 mg/L 
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NAA in 0,1 mg/l GA3 je bila regeneracija izsečkov najnižja (9,5 %). Večina meristemskega 
tkiva pa je tvorila kalus, ki se ni uspel diferencirati. Vzrok temu avtorja Vivek in Modgil 
(2018) navajata razmeroma nizek dodatek NAA v gojišče (preglednica 1). 
 
Preglednica 1: Vpliv dodatka različnih kombinacij in koncentracij RRR v MS gojišče (Vivek in Modgil, 2018) 
MS gojišče z dodatkom RRR (mg/L) % regeneracije 
meristemov BA IBA IAA NAA GA3 
0,5 0,08 - - - 19,04 
0,5 - 0,12 - - 4,54 
0,5 - - 0,05 - 0,00 
0,5 0,08 - - 0,1 37,50 
0,5 - 0,12 - 0,1 0,00 
0,5 - - 0,05 0,1 9,52 
1,0 0,05 - - 0,1 56,62 
1,0 - 0,12 - 0,1 11,53 
1,0 - - 0,01 0,1 0,00 
1,0 0,1 - - 0,1 30,15 
1,0 - 0,15 - 0,1 5,55 
1,0 - - 0,05 0,1 0,00 
3.1.2 Termoterapija 
Termoterapija velja za eno najstarejših tehnik, uporabljenih za eliminacijo virusov, viroidov 
in fitoplazem pri vegetativno množenih rastlinah in je v uporabi od konca 19. stoletja. Lahko 
se izvaja in vivo, kjer je cela okužena rastlina izpostavljena temperaturi 30–40 °C za obdobje 
6–12 tednov, kar lahko močno poškoduje ali celo povzroči propad tretirane rastline, ali in 
vitro v kulturi meristemov. In vitro izvedba traja manj časa in zahteva manj prostora, saj ni 
potrebno tretirati celotne rastline, ampak samo meristemsko tkivo, ki ga gojimo pri 30–40 °C 
za obdobje 4–6 tednov (Varveri in sod., 2015).  
 
Tan in sod. (2010) v svoji raziskavi navajajo, da nekatere študije kažejo, da visoke 
temperature na zmanjšanje števila virusov vplivajo tako, da zavirajo podvojevanje 
(replikacijo) in gibanje oz. prehod virusa po rastlini in pospešujejo delitev neokuženih celic in 
s tem rast novih delov rastline. Visoke temperature naj bi tudi učinkovito utišale izražanje 
virusne RNA, kar so tudi dokazali v omenjeni raziskavi.  
 
Uspešnost tehnike eliminacije virusov je v veliki meri odvisna od vrste virusa in rastline, ki jo 
tretiramo in njune interakcije (Wang in sod., 2018). Tan in sod. (2010) so ugotovili, da 
alterniranje med visoko temperaturo čez dan in nizko čez noč (prva skupina 32/38 °C, druga 
skupina 34/42 °C) lahko izboljša preživelost rastlinskega tkiva hruške (Pyrus communis L.). 
Tretiranje pri temperaturi 37 °C je močno oviralo rast rastlin, medtem ko se je tretiranje z 
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višjo temperaturo izkazalo za uspešnejše. Na uspešnost regeneracije je vplivala tudi velikost 
izsečka, 2 in 5 mm izsečka se nista izkazala za ugodno velikost, medtem ko so imeli 1 mm 
izsečki 100 % regeneracijo brezvirusnega tkiva tudi v primeru daljše izpostavljenosti visoki 
temperaturi (> 55 dni, 34/42 °C). Čeprav je bila rast rastlin tretiranih z 32/38 °C hitrejša kot 
rast rastlin, tretiranih s 34/42 °C, so bili v rastlinah v prvem primeru še vedno prisotni virusi. 
Uporaba razlik v dnevni in nočni temperaturi se je izkazala za ugodno tudi pri nekaterih 
drugih lesnatih rastlinah, med njimi tudi pri viski trti (Wang in sod., 2018). 
 
Na preživelost rastlinskega materiala lahko posredno vpliva tudi dodatek salicilne kisline, ki 
zmanjša katalazno aktivnost, kar vodi v povišanje koncentracije H2O2 v in vitro gojenem 
tkivu krompirja (Solanum tuberosum L.) in s tem boljšo preživelost pri visokih temperaturah, 
hkrati pa se je njena prisotnost izkazala za ugodno pri eliminaciji virusov (Wang in sod., 
2018). 
 
Rastline so zaradi izpostavljenosti visokim temperaturam pod vplivom stresnih dejavnikov. 
Izpostavljenost neugodnim dejavnikom dalj časa se kaže v zmanjšani stopnji preživelosti in 
sposobnosti regeneracije vršičkov. Negativni učinki podaljšanega tretiranja so dokazani na 
različnih lesnatih rastlinah (Wang in sod., 2018). Zaradi zanesljivejše pridobitve 
brezvirusnega sadilnega materiala se termoterapija velikokrat kombinira s kemoterapijo 
(Varveri in sod., 2015). 
3.1.3 Kemoterapija 
Z uporabo protivirusnih snovi kot so acikloguanozin, acidotimidin, aciklovir, ribavirin ali 2-
tiouracil, ki jih v primernih koncentracijah dodamo v osnovno gojišče, na katerih gojimo 
meristemske vršičke, preprečimo podvojevanje (replikacijo) virusne RNA in prehod 
potencialno prisotnih virusov v zdravo brezvirusno tkivo, ki smo ga pridobili iz okuženega 
tkiva rastline, kar se kaže v manjšem številu virusov v novonastalih celicah. Izvedba 
kemoterapije rezultira v uspešni eliminaciji določenih virusov (Varveri in sod., 2015; Wang in 
sod., 2018). 
 
Največjo težavo predstavlja fitotoksičen učinek uporabljenih kemikalij. Hu in sod. (2018) so v 
svoji 85-dnevni raziskavi eliminacije GRSPaV virusa dokazali, da lahko ribavirin ne glede na 
uporabljeno koncentracijo negativno vpliva na regeneracijo tkiva vinske trte. Rastline so po 
25-dnevnem tretiranju kazale znake fitotoksičnosti, in sicer rahlo klorotične in nekrotične 
poškodbe ter omejeno rast, vendar pa to ni znatno vplivalo na preživelost tkiva. Prav tako je 
dodatek ribavirina vplival na koreninski sistem, ki je bil pri tretiranih rastlinah bolj razraščen, 
vendar so bile korenine krajše in šibkejše kot pri kontrolnih rastlinah. Na stopnjo preživelosti 
in regeneracijo tkiva ribavirin ni imel vpliva. 
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Tudi Kidulile in sod. (2018) so dokazali, da imata ribavirin in salicilna kislina različen vpliv 
na regeneracijo tkiva manioke (Manihot esculeta). Pri višjih koncentracijah je bila eliminacija 
virusov učinkovitejša, a rast rastlin poslabšana, zeleni deli so porumeneli in odpadli, medtem 
ko pri nižjih koncentracijah ribavirina tega ni bilo. 
3.2 SOMATSKA EMBRIOGENEZA 
Embriogeneza je na splošno proces nastanka in razvoja generativnih ali somatskih embrijev. 
Generativna – zigotska embriogeneza, po kateri nastanejo semena, je pri rastlinah naravno 
prisotna in je rezultat dveh faz oprašitve in oploditve, ki potekata ena za drugo. Somatska 
embriogeneza (SE) poteka le v in vitro razmerah in omogoča direktni nastanek somatskih 
embrijev iz vegetativnih celic ali nastanek vmesne faze nediferneciranega kalusnega tkiva, iz 
katerega lahko nastanejo somatski embriji. SE omogoča tvorbo embrionalnih struktur iz 
somatskega tkiva, ki imajo potencial razvoja v rastlino. Zgodnje razvojne faze somatskih 
embrijev niso vedno primerljive s potekom zigotske embriogeneze, kasnejše faze razvoja pa 
so. Med njih štejemo večcelični globularni stadij, bilateralno simetričen srčasti stadij, 
bipolarni in torpedo stadij, ki sestoji iz kambijskih celic rastnega vršička oz. koreninskega 
meristema (Bhatia in sod., 2015). 
 
Poznamo neposredno in posredno SE. Pri neposredni SE somatski embriji nastanejo 
neposredno iz ene ali več celic izbranega izsečka. Pri posredni SE se najprej iz izsečka tvori 
kalus in nato embriji. Posredna SE je pogostejša kot neposredna, vendar je neposredna SE 
primernejša za pridobivanje genetsko stabilnega rastlinskega materiala (Tapingkae in sod., 
2012; Bhatia in sod., 2015). 
3.2.1 Prednosti somatske embriogeneze 
SE omogoča pridobitev velikega števila somatskih embrijev iz ene celične kulture, tudi do 
možnosti regeneracije 1,35 milijona somatskih embrijev v 1 L gojišča. Simultana produkcija 
koreninskih in nadzemnih vršičkov iz regeneriranih izsečkov ne zahteva indukcije razvoja 
korenin, kot je to potrebno pri konvencionalni mikropropagaciji rastlin. Razširitev subkulture 
in večanje ciljnega izkoristka sta enostavna in nezahtevna. SE omogoča manipulacijo tkiva na 
način, da sta nastanek embrijev in germinacija medsebojno usklajeni. Tako kot pri zigotskih 
embrijih je tudi pri somatskih embrijih mogoče doseči dormantnost in zato dolgotrajno 
shranjevanje z namenom kasnejše uporabe (Bhatia in sod., 2015). 
3.2.2 Omejitve somatske embriogeneze 
Po navedbah Bhatia in sod. (2015) težavo predstavlja neusklajen razvoj somatskih embrijev, 
saj se v eni kulturi nahajajo v različnih stadijih razvoja tkiva. Sinhrono stanje embrijev je 
mogoče doseči z združevanjem celičnih skupkov podobne velikosti in gostote iz suspenzijskih 
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kultur, in sicer z uporabo presejalnih metod in gradientnega centrifugiranja. Čeprav na ta 
način dosežemo usklajenost med stadiji, je odstotek regeneriranih embrijev odvisen od 
velikosti celičnih skupkov in se kaže v slabši regeneraciji manjših celičnih skupkov. 
 
Najpogostejša omejitev SE je stabilnost celičnih linij. V daljšem časovnem obdobju se delež 
celic, ki vstopi oz. zaključi proces embriogeneze, zmanjša do te mere, da regeneracija tkiva ni 
več mogoča. Dejavniki, ki omejujejo regeneracijo, velikokrat spodbujajo nastanek mutacij, 
kar vodi v somaklonsko variabilnost in nastanek morfoloških nepravilnosti, kot so povečano 
število kotiledonov in združeni kotiledoni ter multipleksno tvorbo apeksov (Bhatia in sod., 
2015). 
3.2.3 Dejavniki, ki vplivajo na potek somatske embriogeneze 
3.2.3.1 Rastlinski rastni regulatorji 
Uporaba RRR, kot so avskini (2,4-D, IAA) in citokinini (TDZ), pomembno vplivajo na 
produkcijo in razvoj kalusa ter nadaljnji nastanek somatskih embrijev. Dodatek avksinov v 
indukcijsko gojišče inducira nastanek embrionalnih celičnih skupkov ali proembrionalnega 
kalusa. Prenos le-teh na maturacijsko gojišče pa vodi v nastanek zrelih embrijev. Avksini so 
potrebni za polarizacijo celic v globularnem stadiju, oblikujejo apikalno bazalno os in s tem 
bilateralno simetrijo celic. Za indukcijo polarizacije so potrebne relativno visoke 
koncentracije IAA, takoj po začetku polarizacije pa je potrebno koncentracijo IAA zmanjšati, 
da je avksinsko ravnotežje lahko doseženo. V primeru, da ravnotežje ni doseženo, tvorba 
somatskih embrijev ne poteče pravilno. 2,4-D naj bi na razvoj somatskih embrijev vplival 
tako, da povzroči stresni odziv rastlinskih celic, kar se kaže z izražanjem s stresom povezanih 
genov v celici, ki naj bi bila prisotna v začetnih fazah SE (Bhatia in sod., 2015). TDZ spada 
med najučinkovitejše citokine in inducira razvoj vršičkov v rastlinski tkivni kulturi ter potek 
visoko inducirane SE (Tapingkae in sod., 2012). 
 
Carra in sod. (2016) v svoji raziskavi ugotavljajo, da dodatek 2,4-D v kombinaciji z BA 
rezultira v uspešni SE vinske trte. NOA pa se kaže kot še učinkovitejši avksin. Z dodatkom 
NOA in BA v gojišče so dosegli indukcijo somatskih embrijev pri 88 % testiranih sortah. Za 
uspešno neposredno SE je bil  najprimernejši TDZ v kombinaciji z avksini. 
3.2.3.2 Vrsta izsečka in genotip rastline 
Za SE se lahko uporabijo različne vrste izsečkov, vendar pa na uspešnost vpliva njihova 
razvojna faza in izvor z matične rastline. Primernejši so mlajši izsečki, sposobni celičnih 
delitev in posledično z manjšo stopnjo diferenciranosti celic, ki rezultirajo v boljši iniciaciji 
embrijogenega kalusa. Izsečki različnih tkiv ene rastline dosegajo različno frekvenco nastanka 
somatskih embrijev in zato zahtevajo različno koncentracijo RRR za indukcijo somatskih 
embrijev (Bhatia in sod., 2015). 
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Carra in sod. (2016) ugotavljajo, da izsečki iz plodnice žlahtne vinske trte predstavljajo 
najbolj odzivno vrsto izsečka za SE, prašniki pa so zmožni razvoja somatskih embrijev ne 
glede na sorto vinske trte. Pri vinski trti je vpliv genotipa zelo velik in se kaže v širokem 
razmahu potenciala za uspešno SE glede na različne sorte. Delež regeneriranih somatskih 
embrijev variira med 0,1 in 5,1 % s 50-kratno razliko med sortami.  
4 METODE DETEKCIJE VIRUSOV 
4.1 SEROLOŠKI ELISA TEST 
Serološki ELISA test (enzyme-linked immunosorbent assay) temelji na uporabi protiteles s 
specifično sposobnostjo vezave peptidov, proteinov, hormonov in protiteles. Zaradi svoje 
nezahtevne izvedbe, robustnosti in dobre sposobnosti vezave protitelesa z antigenom in veliko 
specifičnostjo ter afiniteto je ELISA zelo priljubljena metoda. Za rutinsko detekcijo virusov 
vinske trte GLRaV-1, GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-2, GFLV, GVA in GVB obstajajo že 
pripravljeni seti (Blouin in sod., 2017). 
4.1.1 Uporabljena protitelesa in načini izvedbe testa 
Poznamo poliklonska (PAbs) in monoklonska protitelesa (MAbs). Pridobivanje slednjih je 
težje, njihova specifičnost pa je večja, v primeru, da imamo zelo dobro očiščen antigen. PAbs 
pridobivamo s pomočjo laboratorijskih zajcev, ovc in koz, saj so enostavni za vzrejo, izolacija 
protiteles pa je zaradi večjega volumna seruma enostavnejša. Žival imuniziramo z očiščenim 
ali delno očiščenim virusom – antigen z več epitopi, ki jih lahko limfociti potencialno 
prepoznajo, kar vodi do nastanka več značilnih protiteles. Pridobivanje MAbs temelji na 
izkoriščanju hibridomskih celic, ki jih pridobimo s fuzijo B-limfocitov, ki jih izoliramo iz 
imunizirane miši in mielomskih celic. Prednost nesmrtnih B-limfocitnih klonov je njihova 
neskončna sposobnost razmnoževanja in tvorba visoko specifičnih protiteles (Blouin in sod., 
2017). Možno je, da tako PAbs kot MAbs navzkrižno reagirajo s heterolognimi antigeni ali pa 
je njihova specifičnost vezave tako visoka, da ne prepoznajo vseh različic virusa. Ker PAbs 
predstavljajo heterologen sestoj protiteles in so različno specifični, se lahko pri različni testih 
odzovejo različni sestoji PAbs (Mavrič Pleško, 2016). 
 
Običajno se za določanje virusov v rastlinah izvaja DAS-ELISA (double antibody sandwich 
ELISA). Največkrat se uporabljajo konjugirana PAbs protitelesa, ki po konjugaciji ohranijo 
značilnosti protiteles in encima, konjugati pa so obstojni. Najprej na polistirensko ali 
polivinilkloridno mikrotitersko ploščo z visoko afiniteto vezanja proteinov vežemo primarna 
protitelesa, na katera se vežejo antigeni iz surovega rastlinskega materiala. Po inkubaciji čez 
noč na 4 °C in prvem spiranju dodamo sekundarna protitelesa, ki so konjugirana z encimom 
(alkalna fostaza, tudi hrenova peroksidaza ali β-galaktozidaza). Sledi inkubacija pri 37 °C za 
3–4 ure, po kateri sledi drugo spiranje, s katerim odstranimo nevezane konjugate. V 
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nadaljevanju dodamo substrat (para-nitrofenilfosfat pri AP). V primeru vezave antigena iz 
rastlinskega vzorca s sekundarnim protitelesom se tvori barvna reakcija – pozitiven rezultat 
(rumeno obarvan produkt p-nitrofenol), kot posledica defosforilacije substrata (pNPP). Hitrost 
nastanka in intenziteta barve neposredno kaže na količino konjugiranega protitelesa, ki se je 
vezal na antigen iz rastlinskega materiala. V primeru, da sekundarna protitelesa niso 
konjugirana z encimom ali pa so konjugirana z značko (npr. biotin), izvedemo TAS-ELISA, 
ki zahteva terciarni reagent, ki je specifičen za protitelesa določenega izvora (anti-rabbit ali 
anti-mouse) ali pa izkorišča streptavidin-AP, ki je specifičen za biotinsko značko. Pomembno 
je, da primarna in sekundarna protitelesa niso enakega izvora, primarna protitelesa pa niso 
visoko specifična, medtem ko sekundarna so. TAS-ELISA se smatra kot občutljivejši test 
(Torrance in Jones, 1981; Mavrič Pleško, 2016; Blouin in sod., 2017). 
 
Cilj ELISA testa je določitev prisotnosti specifične koncentracije antigena v preiskovanem 
serumu. Razvoj barve kot posledica razgradnje substrata lahko ovrednotimo z merjenjem 
optične gostote glede na vrednost absorbance in upoštevanjem Beer-Lambertovega zakona, 
kjer je koncentracija snovi v raztopini proporcionalna količini absorbirane svetlobe določene 
valovne dolžine na njeni konstantni poti. Izračun koncentracije izpeljemo iz enačbe 𝐴 = 𝜀 ∗
𝑙 ∗ 𝑐, kjer A predstavlja absorbanco, ε molarni absorpcijski koeficient, l dolžino poti svetlobe 
oz. globina mikrotiterske plošče in c koncentracijo substrata v reakcijski mešanici. 
Avtomatski čitalci mikrotiterskih plošč se ravnajo po opisani metodi za izračun koncentracije 
analita, koncentracija virusov pa je izražena v pfu/mL (Hosseini in sod., 2018).  
4.1.2 Odvzem rastlinskega tkiva 
Za doseganje specifičnosti in občutljivosti detekcije virusov potrebujemo visoko kakovosten 
antiserum, kar pa je pri virusih vinske trte težko doseči. Virusi, ki okužujejo lesnate rastline, 
napadejo floemsko tkivo, njihova koncentracija ni zelo izrazita, pojavijo pa se v kombinaciji 
viroz. Uspešnost ELISA testa je v veliki meri odvisna od stopnje neenakomerne porazdelitve 
virusov po okuženi rastlini in sezonskega nihanja virusnega titra, zato je pomembno, da za 
pridobitev okuženega rastlinskega materiala upoštevamo rastno sezono, ko naj bi bila 
koncentracija virusov v tarčnem tkivu najvišja (Varveri in sod., 2015). Zaradi neenakomerne 
porazdelitve virusov po vinski trti za izvedbo testa pridobimo sestavljen vzorec – en tip tkiva 
z več delov iste rastline. Sveže tkivo se hrani pri 4 °C ali manj, dokler ga ne uporabimo v 
laboratoriju. Trse lahko hranimo pri 4 °C dalj časa brez vpliva na zmožnost zmanjšane 
detekcije virusa. Tkivo, ki ga uporabimo za pozitivno kontrolo, lahko shranjujemo daljše 
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Preglednica 2: Odvzem tkiva vinske trte za detekcijo virusov z ELISA testom glede na rastno sezono in vrsto 
tkiva (Blouin in sod., 2017). 
virus sezona tkivo 
GFLV, ArMV, TomRSV in ostali 
pomlad mladi listi 
jesen/zima floem 
GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-
4 sevi, GLRaV-7 
pozno poletje / jesen listi (bazalni do sredinski del rastline) 
jesen/zima floem 
GVA, GVB in GVD jesen/zima floem 
GFkV 
pomlad mladi listi 
jesen/zima floem 
4.1.3 Omejitve ELISA testa in rešitve 
Čeprav ELISA velja za eno najpogosteje uporabljenih rutinskih tehnik za detekcijo virusov, je 
njena izvedba otežena zaradi dolgega in zahtevnega postopka. Multipleksne izvedbe so 
omejene, v laboratoriju se pojavi zahteva po centralizirani postavitvi opreme, za izvedbo pa 
potrebujemo relativno visoke volumne vzorca. Možno nihanje rezultatov lahko odpravimo s 
pravo izbiro kontrol: prazno mesto na mikrotiterski plošči, ničelna koncentracija, nespecifična 
vezava in specifična vezava (Hosseini in sod., 2018). 
 
Poleg nespecifične vezave in pojava premočnega signala ozadja, lahko izvedbo in napačno 
vrednotenje rezultatov povzročijo tudi previsoki in prenizki odčitki merjenega signala, 
nepopoln razvoj barve, slaba ponovljivost testa, neskladnost kontrolnih branj in nelinearna 
umeritev standardnih krivulj. Tovrstne ovire lahko odpravimo z izdelavo lastnih protokolov, 
dobro organizacijo izvedbe, izboljšavo laboratorijskih ročnih spretnosti in uporabo pregledane 
in kalibrirane opreme ter pripomočkov (Hosseini in sod., 2018). 
 
Zaradi že pripravljenih setov za izvedbo, se lahko zaradi različnih uporabniških zahtev 
pojavijo napake zaradi neskladnosti, v kar sodi vrsta mikrotiterskih plošč in pipete 
proizvajalca. DAS-ELISA predstavlja visoko specifičen ELISA test, zato na detekcijo 
heterolognih virusnih sevov vpliva stopnja serološke relacije med testnim sevom in sevom, na 
osnovi katerega je bil pripravljena antiserum. Pri analizi vzorcev seruma z več proteini se 
lahko kljub specifičnosti testa pojavijo kontaminanti ali druge, tarčnemu analitu podobne 
biomolekule, ki vodijo v lažne pozitivne oziroma negativne rezultate. Lažne rezultate dobimo 
s premočnim signalom ozadja, ki se pojavi pri analizi močno razredčenih vzorcev, kar pa 
lahko odpravimo z DAS-ELISA testom. Lažne pozitivne rezultate predstavlja nespecifična 
vezava proteinov na trdno podlago ali druge proteine, neposredna ali kompetivna inhibicija 
tarčnega analita z drugimi protitelesi in snovmi v pufrih ali z denaturacijo epitopov analita 
zaradi delovanja ionskih detergentov (Torrance in Jones, 1981; Hosseini in sod., 2018). 
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Čeprav visoka stopnja specifičnosti predstavlja prednost epidemioloških raziskav, v katerih 
preiskujemo različne virusne seve, lahko deluje tudi kot omejitev v diagnostiki in v izvedbah 
večjega formata, kjer določamo tako poznane kot tudi nepoznane seve. Na specifičnost naj bi 
vplivala konjugacija sekundarnih protiteles z encimom, ki naj bi povzročila neskladnost v 
serološki aktivnosti, ki je očitnejša pri testih s heterolognimi sevi (Torrance in Jones, 1981).  
 
Boonham in sod. (2014) navajajo, da vse izvedbe ELISA testa zahtevajo visoko kakovosten 
antiserum, ki omogoča občutljivo in specifično vezavo virusnih antigenov. Priprava 
antiseruma je pogosto zahtevna, v kar spada čiščenje virionov ali virusnih plaščnih proteinov 
z namenom pridobivanja ustreznih antigenov. Ena izmed pomanjkljivosti antiseruma pa je 
tudi nezadostna možnost ločevanja med sorodnimi sevi virusov, ki imajo različen fenotip. 
4.2 MOLEKULSKA PCR METODA 
PCR metoda (polymerase chain reaction – verižna reakcija s polimerazo) velja za eno 
najpogosteje uporabljenih molekulskih metod za detekcijo virusnih nukleinskih kislin. Zaradi 
velikega števila RNA virusov, pomemben korak same izvedbe predstavlja prepis virusne 
RNA v DNA (reverzna transkripcija) in pridobitev cDNA knjižnice. Ključni so ponovljivi 
cikli pomnoževanja nukleotidnega zaporedja (sekvenc) dednine, ki sestojijo iz denaturacije 
virusne RNA verige, prileganjem začetnih oligonukleotidov in podaljševanja fragmentov na 
osnovi začetnih oligonukleotidov. Zaradi izvedbe pri visokih temperaturah je v reakciji 
uporabljena termostabilna polimeraza, največkrat je to Taq polimeraza, izolirana iz bakterije 
Thermus aquaticus (Varveri in sod., 2015., Rowhani in sod., 2017). 
 
Prednosti RT-PCR so predvsem hitra izvedba, visoka občutljivost metode v primerjavi s 
serološkimi testi in možnost izogiba težavi nizke koncentracije virusov, ki je pri lesnatih 
rastlinah in s tem vinski trti velikokrat pogosta. Splošne izvedbe RT-PCR omogočajo uspešno 
simultano identifikacijo sorodnih virusov v kratkem času z nizkimi stroški detekcije, 
predvsem zaradi eksponentno naraščajočega števila izvedenih ciklov same amplifikacije 
nukleotidnih zaporedij pa omogočajo detekcijo nizkih titrov virusov. Na uspešnost tehnike 
lahko vpliva genetska variabilnost virusov, ki je pri vegetativno razmnoženih lesnatih 
rastlinah pogosto prisotna. Velik poudarek zato predstavlja ustrezna izbira začetnih 
oligonukleotidov, ki morajo biti oblikovani na podlagi stabilnih regij genoma in zato 
omogočajo možnost detekcije širšega nabora virusnih različic. Zaradi prisotnosti 
polisaharidov in fenolnih spojin v vinski trti, ki lahko zavirajo delovanje v PCR reakciji, je 
pomembna izbira ustrezne matrice in izolacija celokupnih RNA molekul, ustrezno in zadostno 
redčenje rastlinskega koncentrata ali izvedba IC-RT-PCR (immunocapture RT-PCR) kjer 
prisotnost virusov, viroidov ali virusnih RNA satelitov analiziramo z imobilizacijo s 
specifičnimi protitelesi, ki ji nato sledi izvedba RT-PCR reakcije in situ na imobiliziranih 
delcih. IC-RT-PCR omogoča določitev koncentracije in čistosti virusnega seva, njena izvedba 
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pa je mogoča le v primeru že poznanih virusov z že obstoječimi antiserumi (Varveri in sod. 
2015; Maliogka in sod., 2015; Rowhani in sod., 2017). 
4.2.1 Možne ovire pri izvedbi in rešitve 
Zaradi visoke občutljivosti metode se lahko pri PCR reakciji pojavijo kontaminirani rezultati 
zaradi navzkrižne kontaminacije. V neciljno amplifikacijo štejemo mikroskopsko majhne 
DNA molekule, ki se prenašajo preko zraka in jih lahko v laboratorijsko okolje prinesemo z 
vzorci iz zunanjih nasadov ali z aerosolnimi molekulami amplifikacijske reakcije. 
Kontaminirani delci se lahko ujamejo v amplifikacijsko mešanico in po končani reakciji 
dajejo lažne pozitivne rezultate Za preprečevanje tovrstnih napak sta pomembni fizična 
ločitev pre-PCR (priprava vzorca in reagentov) in post-PCR (izvedba PCR reakcije) območij 
izvedbe (Rowhani in sod., 2017). 
4.2.2 RT-PCR reakcija 
4.2.2.1 Reverzna transkripcija 
RT-PCR metoda je bila razvita za potrebe detekcije RNA virusov in viroidov. Izraba reverzne 
transkriptaze, ki izvira iz retrovirusnih virov, temelji na kopiji RNA verige v komplementarno 
DNA verigo, ki je uporabljena kot matrica za DNA amplifikacijo v PCR reakciji (Rowhani in 
sod., 2017). 
4.2.2.2 DNA amplifikacija 
Med DNA amplifikacijo spadajo ponovljivi cikli denaturacije (30–40 ciklov), prileganje 
začetnih oligonukleotidov in podaljševanje tarčnih DNA fragmentov s polimerazo na osnovi 
prileganja začetnih oligonukleotidov. Uporabljena sta 2 začetna oligonukletotida (forward in 
reverse), ki sta komplementarna vsak svojemu koncu odseka RNA oz. DNA. V reakcijski 
mešanici so še 4 deoksiribonukleotidtrifosfati (dATP, dGTP, dCTP in dTTP), DNA matrica in 
termostabilna DNA polimeraza. Da se izognemo napačnemu združevanju pri nizkih 
temperaturah, lahko reakcijsko mešanico predhodno segrejemo. Postopek modifikacije 
začetnega segrevanja vključuje osamitev Taq polimeraze s specifičnim termolabilnim 
protitelesom. V nadaljnjih ciklih je reakcijska mešanica segreta na 94–98 °C za 30–60 s (čas 
je odvisen od velikosti amplikona). S segrevanjem dosežemo denaturacijo dsDNA verige. 
Sledi ohlajanje na 35–65 °C za 30–60 s (odvisno od velikosti začetnih oligonukleotidov in 
količine G-C nukleotidnih parov) in hibridizacija začetnih oligonukleotidov na 
komplementarna mesta DNA vezavnih mest. Zadnja stopnja je segrevanje na 72 °C, ki 
omogoča podaljševanje začetnih fragmentov v nove kopije DNA verige. Sinteza vedno poteka 
od 5'- proti 3'-koncu verige. Čas podaljševanja je proporcionalen dolžini željenega produkta. 
Rezultat enega cikla sta 2 novonastali DNA verigi, v vsakem nadaljnjem ciklu pa ena od 
novonastalih verig služi kot matrica (Rowhani in sod., 2017). 
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4.2.2.3 Začetni oligonukleotidi 
Začetni oligonukleotidi velikosti 16–30 bp z vsebnostjo 50–60 % G-C nukleotidnih parov, ki 
imajo podobno temperaturo tališča, omogočajo najbolj optimalno izvedbo PCR reakcije. Na 
kakovost izvedbe PCR reakcije med drugim najbolj vpliva prav sestava začetnih 
oligonukleotidov – daljša nukleotidna zaporedja tarčne DNA omogočajo več možnosti same 
sestave začetnih oligonukleotidov. Lastnosti dobro sestavljenih začetnih oligonukleotidov so: 
- tvorba stabilnega enojnega dupleksa z edinstvenim mestom na tarčni DNA verigi in 
- izogib dimerizacije z drugim začetnim oligonukleotidom zaradi medsebojne 
komplementarnosti in dimerizacije zaradi lastne komplementarnosti. 
Zaradi komplementarnih mest na 3'-koncu začetnih oligonukleotidov se lahko pojavi 
prileganje na dvojnovijačnih mestih dimerov začetnih oligonukleotidov, kar lahko rezultira v 
nižjem PCR izkoristku. Lastna komplementarnost je lahko vzrok za nastanek dimerov 
začetnih oligonukleotidov, kar lahko poruši razmerje vsebnosti začetnih oligonukleotidov 
(forward in reverse) v reakciji. Napačnemu združevanju se lahko izognemo z uporabo višje 
temperature (60 °C ali več) v koraku prileganja nukleotidov, v tem primeru pa moramo 
uporabiti 24–30 bp dolge začetne oligonukleotide, ki pa vseeno predstavljajo nevarnost tvorbe 
dimerov in težave lastne komplementarnosti (Rowhani in sod., 2017). 
4.2.2.4 Degenerirani začetni oligonukleotidi 
Uporaba degeneriranih začetnih oligonukleotidov, ki predstavljajo zaporedje 
oligonukleotidov, ki vsebuje več možnih organskih baz na enem ali več mestih, nudi možnost 
detekcije več sorodnih genomskih nukleotidnih zaporedij in širšega prileganja zaporedij 
različnih genomskih nukleotidov, rodov ali celo družin virusov, tako da lahko z eno izvedbo 
RT-PCR metode detekiramo več tarčnih nukelotidnih zaporedij. Stopnja degeneracije 
začetnih oligonukleotidov je največje možno število kombinacij nukleotidnih zaporedij 
(GG{C,G}A{C,G,T}A – stopnja degeneracije je 6). Priprava je enostavna in cenovno ugodna, 
enako je pri pripravi klasičnih začetnih oligonukleotidov (Linhart in Samir, 2007; Rowhani in 
sod., 2017). 
4.2.3 Nested-RT-PCR 
Nested-RT-PCR velja za občutljivejšo izvedbo osnovne RT-PCR metode. Za reakcijo 
uporabimo alikvot produkta iz primarne RT-PCR reakcije (1 %) in ga uporabimo kot matrico 
za sekundarno RT-PCR reakcijo, v kateri uporabimo »vgnezdene« začetne oligonukleotide. 
Zaradi uporabe novega para začetnih oligonukleotidov se izognemo tvorbi oligonukleotidnih 
dimerov, pridobimo pa krajše in zato bolj specifične nove amplikone. Zaradi drugačnega 
zaporedja oligonuklotidnih zaporedij ni prileganja na nespecifična mesta produkta iz primarne 
RT-PCR reakcije, kar omogoča visoko specifičen produkt skozi vse cikle tako primarne RT-
PCR kot tudi sekundarne nested-RT-PCR reakcije (slika 2) (Goode in sod., 2002, Rowhani in 
sod., 2017). 
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Slika 2: Nested-RT-PCR (Goode in sod., 2002). 
 
Rowhani in sod. (2017) navajajo, da je bilo z nested-RT-PCR metodo karakteriziranih 95 
podskupin enega ampelovirusnega seva. Uporaba degeneriranih začetnih oligonukleotidov, 
označenih z inozinom je generirala začetno amplifikacijo konzerviranega nukleotidnega 
zaporedja polimeraznih genov pri GVA, GVB, GVD in GRSPaV. Specifične sekvence 
vitivirusov in foveavirusov pa so bile detektirane v sekundarni nested-RT-PCR reakciji. 
Očiščenje in amplifikacija PCR matrice je omogočala lažjo detekcijo in primerjavo rezultatov 
iz neposredno izvedene PCR reakcije okuženega lesnatega materiala, ki je vseboval nizek in 
spremenljiv virusni titer. 
 
Fan in sod. (2015) v svoji raziskavi ugotavljajo, da v primarni RT-PCR reakcij uporaba 
degeneriranih začetnih ologonukleotidov omogoča prepoznavo konzerviranih regij GLRaV-2 
virusa. Primarna reakcija omogoča selekcijo GLRaV-2 sevov, ki jih ni bilo mogoče detektirati 
z začetnimi oligonukleotidi, oblikovanimi za detekcijo genov virusnega plašča, na novo 
odkriti sevi pa so asimptomatski in jih zato ni mogoče odkriti s pomočjo bioloških testov. 
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Sekundarna nested-RT-PCR reakcija in uporaba degeneriranih začetnih oligonukleotidov, ki 
se prilegajo znotraj robnih sekvenc amplikona iz primarne reakcije, daje nukleotidna 
zaporedja, ki so primerna za filogenetsko primerjavo med novimi GLRaV-2 sevi, 
detektiranimi v primarni reakciji. Izvedba nested-RT-PCR je omogočala odkritje nizkega titra 
visoko variabilnih predhodno neopisanih sevov GLRaV-2. 
4.2.4 IC-RT-PCR 
Pri detekciji virusov vinske trte pogosto težavo prestavljajo organske molekule v tkivu, kot so 
polisaharidi, tanini in polifenoli, ki lahko motijo izolacijo RNA. Immunocapture RT-PCR 
(IC-RT-PCR) sloni na specifični prepoznavi antigena s protitelesom in se težavi izogne, hkrati 
pa zaradi PCR rekcije predstavlja visoko selektivno metodo detekcije virusov. Metoda je bolj 
raznolika, občutljivejša in robustnejša v primerjavi z osnovno izvedbo RT-PCR (Mulholland, 
2009; Kumar in sod., 2015). 
 
Začetni oligonukleotidi so bodisi vrstno specifični bodisi manj specifični, slednji omogočajo 
širšo detekcijo več virusov znotraj enega rodu. Kakovost začetnih oligonukleotidov je odvisna 
od lastnosti mest prileganja začetnih oligonukleotidov na matrici (variabilne oz. konzervirane 
regije) in začetnih oligonukleotidov (stopnja degeneriranosti, modifikacij ipd.). Premišljena 




Slika 3: Primarna stopnja IC-RT-PCR metode (Mulholland, 2009) 
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Cilj IC-RT-PCR je prepoznava čim večjega števila virusov in zato zmanjšanje števila testov, 
potrebnih za detekcijo virusov v vinogradih in drugih komercialnih nasadih. Metoda sestoji iz 
6 korakov: priprava tkiva, vezava virusa na podlago z vezanimi protitelesi (primarna stopnja, 
slika 3), izolacija virusne RNA, kreiranje cDNA knjižnice, PCR reakcija in detekcija 
(sekundarna stopnja) (Mulholland, 2009). 
5 ZAKLJUČKI 
Zaradi ekonomske pomembnosti je žlahtna vinska trta V. vinifera ena najbolj razširjenih in 
uporabljenih kmetijskih rastlin, vendar je zaradi enostavnega in hitrega vegetativnega 
razmnoževanja ter svetovne distribucije podvržena mnogim virusnim obolenjem. 
 
Najpogostejša tehnika za pridobitev brezvirusnega sadilnega materiala je izolacija in 
regeneracija brezvirusnih meristemov Meristemi so zaradi svojih hitro delečih se celic in 
posledično visoke metabolne aktivnosti ter še nepovezanosti z rastlinskim prevodnim 
sistemom običajno brez prisotnosti virusov priljubljeno tkivo, vendar njihova majhnost lahko 
predstavlja težavo v izolaciji in pridobitvi nepoškodovanega izsečka. V nekaterih primerih so 
lahko tudi meristemi okuženi in take rastline se predhodno izpostavi termoterapiji in 
meristeme se inokulira na gojišče z dodano virostatično snovjo, ki zavira razmnoževanje 
virusov, ker povzroča prelome virusne RNA. V tem primeru se učinkovito znebimo virusov, 
zaradi aplikacije visoke temperature in kemičnih sredstev pa lahko pride do poškodb 
rastlinskega tkiva. Čeprav ima tehnika določene pomanjkljivosti (nesinhronizacija razvojnih 
faz, zahteve po RRR) je trenutno najprimernejša za pridobitev brezvirusnega sadilnega 
materiala žlahtne vinske trte. 
 
Serološki ELISA test je eden izmed najpogosteje uporabljenih testov za določitev prisotnosti 
oz. odsotnosti virusov. Širok spekter že pripravljenih setov predstavlja dobro in natančno 
določitev, vendar je prav zaradi rutinskih setov in reagentov velikokrat neprimeren zaradi 
raznolikosti sevov virusov, ki okužujejo rastlinsko tkivo. V tem primeru je zaželeno pripraviti 
lastne sete, kjer zaradi poznanega tarčnega seva uporabimo najustreznejši antiserum. Z 
molekulsko PCR metodo se temu izognemo, nudi pa identifikacijo tako RNA kot tudi DNA 
virusov, ne le določitev prisotnosti le-teh. Poleg osnovne izvedbe poznamo še druge, med 
njimi IC-RT-PCR, nested-RT-PCR pa tudi zelo natančno qRT-PCR, ki omogočajo še 
natančnejšo določitev. IC-RT-PCR predstavlja združitev imunoloških testov, kot je ELISA in 
molekulske metode PCR. Tako z IC-RT-PCR kot tudi nested-RT-PCR dosežemo boljšo 
identifikacijo prav zaradi ožanja skupine tarčnih molekul – virusnih nukleinskih kislin. 
 
Za celosten potek pridobitve brezvirusnega sadilnega materiala žlahtne vinske trte je potrebna 
izolacija brezvirusnih izhodiščnih celic, potrditev odsotnosti virusov v regeneriranih rastlinah 
z uporabo omenjenih metodologij detekcije. 
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